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Erfindungsenspruch:
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10.

1.

12.

Verfahren zur Aktivierung von hydroxylgruppenhaltigen polymeren Verbindungen und daraus
gebildeten Festkdrperoberflichen, dadurch geliennzeichnet, daB das symmetrische’
Kohlensdurediester der allgsn-einen Forme! RO-CO-OR oder Chlorameisens3iureester der
allgemeinen Formel C--CO-OR, wobsei der Rest R eine elektronenanziehende Gruppe darstelit,
gegebenenfalls Phosgen gemeinsam mit einem Phenol oder einem N-substituierten
Hydroxylamin, in Gegenwart von zur Bildung von reaktiven Acyliumsalzen befihigen
supernucleophilen Aminen im Verhaltnis von 0,01 bis 2,5 Mol Amin pro Mol Kohlensiurediester
und gegebenenfalls einem weiteren der Gruppe starker Basen zugehérenden tertidren Amin im
Verhaltnis 0,1 bis 2,5 Mol Amin pro Mol Kohlensiurediester in wasserfreien organischen
Lésungsmitteln bel Temperaturen von 0 bis 100°C mit den hydroxylgruppenhaltigen Polymeren
bzw. den daraus gebildeten Festkérperoberflichen umgesetzt werdan.

. Verfahren nach Anspruch 1, dedurch gekennzeichnet, daf die symmetrischen Kohlensiurediester

mit hydroxylgruppenhaltigen Polymeren oder daraus gebildeten Festkdrperoberflachen in
Gegenwart von supernucleophilen Aminen und gegebenenfalls weitaren tertidren Aminen
umgesstzt werden,

. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzsichnet, daB die Chlorameisensdureester mit

hydroxylgruppenhaltigen Polymeren oder daraus gabildeten Festkérperoberflachen in Gegenwart
von tertidren carbonatbildenden Aminen und/oder supernucleophilen Aminen zur Reaktion
gebracht werden.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch geltennzeiclinet, dafd der fir die Polymeraktivierung
eingesatzte Chlorameisensiureester in Gegenwart des Polymers aus Phosgen und einem
substituiarten Phenal oder N-substituiartem Hydroxylamin intermediar gebildet und ohne
Isolierung mit dem Polymer zur Reaktion gebracht wird und tertiére carbonatbildende Amine
und/oder supernucleophile Amine als Reaktanden eingesetzt werden.

. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gakennzeichnet, daB als supernucleophile Amine

Verbindungen wie 4-Dimethylaminopyridin {DMAP), 4-Pyrrolidinopyridin (PPY), N
Methylimids zol, Diazabicyclo[5.4.0Jundecen (DBU), 4-Morpholinopyridin, :
Diazabicyclo{2.2.2)octan {DABCO) eingesetzt werden.

. Verfahren nach Anspruch 1 bis 5, dadurch gekennzaichnet, daR tertiire Amine wie Triethylamin,

N-Methylmorpholin, N,N-Dimethylanilin oder andere heterocyclische Amine wie Pyridin, Picoline,
N-iethylpiparidin, bay +. supernucleophile Amine nach Anspruch 7 eingesetzt werden.

. Verfahren nach Anspruch 1, 2, 5 und 6, dadurch gekennzelchnat, ¢af pro Mol symmetrischer

Kohlensiurediester 0,01 bis 2,5 Mol, vorzugswaeise 0,2 bis 1,2 Mol supernucieophiles Amir: und
gegebenenfalls 0,7 bis 2,5 Mol tertires Amin {bevorzugt 0,8 bis 1,5 Mol) aingesetzt werden,

- Verfahren nach Anspruch 1, 3, 5 und 6, dadurch gukennzeichnet, dad pro Mol

Chiorameisensaureester 0,1 bis 2,6 Mol, vorzugsweise 0,8 bis 1,5 M~ carbonatbildendes Amin
und/oder 0,02 bis 1,5 Mo, vorzugsweise 0.1 bis 0,5 Mol supernucleuphiles Amin verwendet
werden. '

. Verfahren nach Anspruch 1, 4, 5 und 6, dadurch gekennzeichnet, daB bei einem Yerhaéitnis von

Phosgen zu Phenol bzw. N-substituiertem Hydroxylamin von 1,0 zu 0,5 bis 2,0 ein Einsatz von
carbonatbildenden tertidren Aminen von 1,0 bis 2,5 Mol pro Mol Phosgen und/oder 0,02 bis

2,5 Mol supernucleophiles Amin pro Mol Phosgen erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gelannzelchnat, dal in den zur Anwendung
kommenden symmetrischen Kohlensaurediestern, Chloramelisensiureestern und Phenolen bzw.
N-substituierten Hydroxylaminen der Rest R eins Succinimidyi-, Phthalimidyl-, 5-Norbornen-2,3-
dicarboximidyl-, p-Nitrophenyl- und andere substituierte Phenylreste bedsuten kann.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gelennzeichnet, dal die Temperatur bsi der Zugabe der
Lasungen der Kohlensdurediester, Chiorameisensaureester bzw. des Phosgens und der
anschlieBenden Reaktion zwischen 0 und 100°C, vorzugswelse 4 bis 80°C gehaiten wird und dar
Umsatz nach 10 bis 120 Minuten abgeschlossen ist.

~ erfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzelchnet, daB als Losungsmittel polare
organische Verbindungen wie Acatonitril, Dimethylst:!foxid, Tetrahydrofuran, Aceton, Dioxan u. a.
oderunpolare Verbindungen wie Benzen, Toluen u. a. oder halogenisierte Kohlenwasssrstoffo wie
Chloroform, Methylenchlorid u.a. bzw. Gemlsche dieser Losungsmittel singesetzt werden.
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Anwendungsgebist der Erfindung

Die Erfindung batrifft die Aktivierung von hydroxylgruppanhaltigen polymeran Verbindungen und deraus gabildsten
Festkorpuroberflachan, deren Umsetzung mit nucleophilan Komponenten wis Aminen odsr SH-gruppenhaltigan Verbindungen
2u N-gubstituisrten Carbonaten bzw. Thiokohlensiure-0,S-diestern fahrt.

Anwandungsgebistr sind die Biotechnologis, die chemisches und pharmezautische Industrie sowie die wissenschaftliche
Untersuchung von Grundlagen und die Verfahrensantwicklung In diesen Industriazweigsn und darlber hinaus die klinische
Analytik,

Charakteristik der bakannten technlschen Lasungen

Filr dig Aktivierung hydroxylgruppenhaltiger Matrices sind sehr viale M&aglichkeiten beschrieben worden (P.D.G. Dean,

W.S. Johnson, F.A.Middle, Atfinity Chromatography, JRL Press, Oxford, 1985; W.H.Scouten, Affinity Chromatography, John
Wilsy & Sons, New York, 1981), Nur wenige Methodsn haben elne braite Anwendung gsfundan. Die bishsr dominiercnds

* Altivierung mittels Bromeyan wird mehr und mshr durch modesne Methoden ersetzt, dis die Nachtelle {hohe Toxizitét des BrCN,
hoha Hydrolyseempfindlichkeit des aktivierten Triigers, geringe chemische Stabilitat der durch Kopplung von NH,-
gruppenhaitigen Ligandsn entstehsnden ischarnstoffderivate und deren unerwiinschie positive elektrische Ladurg im
physiologischan pH-Berelch [kPa ~ 9,5}) der Bromcysnaktivierung tellwsise oder ganz vermeiden. Cha rakteristisch fiir moderne
Aktivisrungsmethoden ist das Erreichen hoher Kopplungskapazitéiten der Triger ohns Besgintrachtigung der strukturellan
Elgenschaften (Porositit, mechanische Stabilltat, Quellverhata 1, Gelbildungssigenschafien, Laslichkait usw.).

Waesentlich ist waiterhin eine gute Lagerstabilitat der Trager bel glelchzeitig hoher Reaktivitdt der axtiven Gruppen (pH-Werte
von 7,0-9,0, Raumtemparatur) gegentiber den zu bindenden nucleophlien Liganden. Die entstshends kovalento Bindung
zwischen Matrix und tigand soll chamisch sehr stabil seln, um unter den Bedingungen der praktischen Anwendung eing
vernachlassigbar geringe Abspaltung der Liganden von dar Mstrix zu erhalten. - .

Diesen Anforderungen entsprechen in einigen Punkten die durch Umsetzung mit epoxigruppenhaitigen Verbindungjen odsr
Carbonyldiimidazol erhaltlichen - auch kommerze) varfigbaren —akivierten Tragermatertalien auf dor Basis von Sepharose,
modifizierten Kieselgelon, Acrylsiuremischpolymaerisaten, wie Epoxisepharoge (Pharmacia), Reacti-Gel (Plerce), Eupergit
{RGhm) und epoxiaktiviertes Kigselgel (Merck).

Oie derzsit besten Ergebnisse werden jedoch durch die Aktivierung hydroxylgruppenhaltiger Triiger mit
Chloramalsens8ureestern erzielt, wobei in die hydroxylgruppenhaltige Matrix sehr reaktive Oxycarbonytgruppen unter Bildung
unsymmetrischer Carbonate (Kohlansaurediester) eingefihnt werdan.

J-OH + C+CO-OR - - 0-CO-OR

* J. Drotniik et al. (Blotechnol. Bioeng. 24 [1982) 487) setzten Cellulose und Spheron mit N-Hydroxysucc wimidyl-, Trichlorpheny!-
und p-NitrophonylchloremeisansBureester in Dioxar: &)s L8sungsmittel bei Temperaturen von 26 bis 65°C um und erraichton
Kopplungskapazitaten bis zu 2mMol/Gramm Cellulose. C

Annliche Ergebnissa erzialter, Wilchsk und Miron (Biochem. Internat. 4 (1882} 629) an Sephaross und Cellulose bei Umsetzung
der Trager in Pyridip bei 4°C,

Bul der Reaktion eines neusn Chlorsmeisensaureesters — N-(Chlorcarbonyloxy)-5-norbornen-2,3-dicarboximid — werden mit
hydroxylgruppenhaltigen Polymeren hohe Kopplungskapazitatan bis zu 1 bxw., 1,2mMol/g Trager far Perlcellulose und
Sephaross bei giner Reaktionstemgperatur von 70°C Innerhalb von 4 his & Stunden und einem Estareinsatz von 16-20mMol/
Gramm Trager erzisit {DD 219490, 8. 3. 1985) srreicht. . .

Die Ubenmgung von Oxycarbonylgruppen auf Aminogruppen von Aminosauren und Peptiden durch Reaktion mit
Chlorameisenskuresstern wia tert.-Butoxycarbonylchlorid {Boc-C)) ist elne in der Peptidchemie hduflg angewandte Reaxtion zur
Eintiibrung von Schutzgruppen. Anstelle der Chlorametsensdureester werdan auch symmetrische oder unsymmetrische
¥ohlensiureaster oder ein selzartiges Addukt aus Chlorameisenséuresster und Dimsthylaminopyridin (DMAP) {Guibé-Jampel,
Chem, Commun. 1971267) {Gr die Ubertragung von Oxycarbonylgruppen auf dis Amincgruppen von Aminosaurenund Peptidan
eingesetzt.

Boc-Cl + IMAP — Boc.DMAP!Cif-t

Boc.OMAP''CI™! 4 HN-R ——» Boc.HN-R + DMAP
-HCl

Die Eignung des stabilen Tetrafiuoroborats DMAP'™ . CN BF - zur Ubertragung der Cyanogruppe auf die Hydroxylgruppenvon
Polymaren unter Bildung von Cyanaten wurde von Wilchek ot ). {Meth. Enzymol. 104 [1984) 3-55) beschrieben. Die Reaktion
tihrt bei der Umsetzung von Sepharose zu Trdgern hoher Kopplungskapazitst (bis zu 70uMol Cyanat/g abgesaugts Sepharosa 4B).
Dis Reaktion vo.) Chlorameisansaureestem mit Trisacryl wird nach Angaben von Miron und Wilchek {6th Internat. Symp.
Bioaffinity Chromast, and Related Techniques, Prague, 1985) durch Oimethylaminopyridin katalysiert,
. Die bisher bokannten Synthesen von Polymeren des Kohlenséurediestertyps [—0-CO-OR gehen von Chloramalsenssuresstern
oder symmetrischen Carbonatan (Wilchek, Miron, Appl. Blochem. Biotechnol. 11[1985] 3, 191; Henkleln et al. Patentschrift
DD 219490 [6.3.1985)) sus, Der Nachteil disser Varfahren basteht in der aufwendigen Synthese der Chloramelsenssure- oder
KohlensBuredlester und den r>lativ geringen Umsatzraten 2u aktivierten Tragern, So erfordert 2.8, die Einfiihrung von 1 bis
2mMol Oxycarboni?zrapean pro Gremm Celivioss etwa den 10fachen Oberschull an Chlcrameisensauresster [Drobnik et al.,
Biotechn. Bioeng. 4 [1882] 487) und erhhte Temparaturen (65°C) bzw. bel Raumtemperatur lange Reaktionazeiten.
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Z &Ydor Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, symmatrischs ohlensauredlester fir dis Aktivierung von hydroxylgrsppenhsltigen Polymeren und
daraus geblldsten Festidrporoberfiichen {Matrices) durch Einfiithrung von Oxycarbonylgruppen (-CO-OR) bel milden
Realdionshedingungen elnzusetzen und dle dafiir benétigten Kohlansurediester-Mengen bai Errsichung hoher
Altivierungsgrade méglichst gering zu halten.

Darlsgung des Wesens dar Erfindung

Der Erfindung legt die Aufgabe zugrunds, dis Reaktivitat symmetrischer Kohlenséurediester geganiiber
hydroxylgruppenhaltiger Polymaren stark zu erthdhen. )
Dis Aufgabe wird dadurch geldst, da symmatrische Kohlensaurediester der aligemeinan Formel RO~Z0-0R, wobai der Rest R
eine elektronananzishends Gruppe darstelit, in Gegenwart von zur Bildung von reaktiven Acyliumsslzen befahigten

bzw. den darsus gebikisten Festkdrperoberfldchen umpesetzt werden. Dabei ist es auch mdglich, diese symmetrischen
Kohlensaurediester intermediar 2u bilden, z. 8. aus den entsprechanden Chloramsisensguresstern, gegebananfalls aus Phosgen
gemsinsam mit einem Pheno! oder einem N-substitularten Hydroxylamin.

Als hydroxylgruppenhaltige Polymere sind sowoh| wasserlbsliche els auch unidsliche natdriiche Polysaccharide und deren
Derivate oder Hydrolyseprodukte wie Cellulose, Agaross, Daxtran, Starke, Mannan, Sepharose, Stérkehydrolyseprodukte {SHP)
u.a. odor synthetische Polymsra wie Polyvinylderivate (Fractogel, Toyopearl), Vinylalkchol/Acryinitril-Mischpolymerisate,

Formkdrper (Perlen), Fasern, Gewsba, Folien oder Papler zur Reaktion gebracht werden.

Die Reaktion von symmetrischen Kohlensaurediestern des Typs RO-CO-OR mitR = Succinimidyl-, Phthalimidyl-, 5-Norbornen-
2,3-dicarboxiimidyl-, o- und p-Nitrophenyl- oder endaren substiulasten Phenylresten kann in organischen L8sungsmitteln wie
Dimethylsulfoxid, Acetonitril, Tetra hydrofuran, Aceton, Pyridin oder aromatischen Koh lenwasserstoffen wie Benzen und Toluen
u.&. oder aliphatischen Yerbindungen wis Hexan u. a, halogenierten Kohlenwasserstoffen wie Mathylenchlorid, Chloroform,
Tetrachlorohienstoff u, s, durchgafihrt werden. Dabei erfolgt im allgemeinen aber nur gine garingfilgige Substitution der
Hydroxylgruppen durch -CO-OR, wann hohs Realitionstemparaturen bzw. lange Resktionszeiten angewsndat werden, wie am
Boispin| der Reaktion das N,N'-Bls-{5-norbomen-2.3-suudnlmldyl)-carbonale in Tabelle 1 gezeigt wird.

Durch Zusatz von tertiiren Aminen wie Triethylamin, Pyridin, N.N-Dimathylanilin, N-Methylmarpholin u.a. ist die Umsstzung
der Kohlensiuredisster mit den hydroxylgruppenhaltigen Polymeren nicht oder nur unwesentlich zu beschlsunigen (Tab, 1),
Dagagen wird elne starke ErhBhunn der Realitionsgeschwindigkeit und des erreichbaren Substitutionsgrades bei Einwirkung
von supernuciaophilen Aminen wie 4-Dimethylaminopyridin (DMAP), 4-Pycralidinopyridin (PPY), N-Methylimidazol,
Diazsbicyclo[5.4.0}undecen {DBU), 4-Morpholinopyridin, Diazabicyclo[2.2.2]octan u.a. in einem Verhéltnis von 0,01 bis 2,5 Mol
Amin/Mol Carbonat erzielt Tab. 1 und Tab. 2). ]

Die durch das supcrnucleophiie Amin DMAP vermittelte Reaktion wird durch die gleichzeitige Anwesenheit starker Basen wie
Triethylamin, N,N-Dimethyianilin usw. nicht baeinflulit {Tabelle 1). Da such dis supernucieophilen Amine in sehr klelnen
Mengen nur garinge Wirksamkelt haben, liegt kalne echte katalytische Wirkung der Amine vor {Tabelis 3).

Das optimais molare Verhiltnis von symmetrischem Kohlenss urediester zu nucleophilem Amin im Hinblick auf die E rzielung
ainer hohen Kopplungshapazitat liagt bei 1,0 bis 5,0.

Die Beschlaunigung der Resktion von symmetrischen KohlensBurediestern mit OH-gruppenhaltigen Polymeren in Gegenwart
supemucleophiler Amine ermdglicht dir Durchfohrung der Reaktion bel Raumtemperatur innerhalb von 10 bis 30 Minuten. Nur
bei basondars wenlg raakilonsfahigen Polymeren ist elne Temperaturarhdhung bis zu etwa 60°C erforderlich.

Auch bel Herabsetzung der Reaktionstemparatur euf 4°C ist dig Umsetzung bel regktionsfihigen Polymeren wie Sepharose und
Cellulose schon nach 10 Minuten abgeschloesen,

Losungsmittel wie Dioxan, Aceton, Acetonitril, Chloroform u.a. sind {ir die Erzielung hohar Kopplungskapazititen besonders
gutgesignst (Tab.4), jedoch ist die Durchfihrung der Reaktion suchin belie bigen anderen wasserfreien Ldsungsmitteln méglich.
Alkohole oder andere hydrexylgruppenhaltige Ldsungsmittsl sind ungeeignet bzw. fiihren zu niedrigen Kopplungskapazitatar.
Die Anwendungsbreite do: Methode wird aus Tab.5 ersichlich, In der die Ergebnisse dar Aktivierung unterschiedlicher
hydroxylgruppenhaltiger Polymere dargestellt sind. Sowoh! natdriiche Polysaccharide und deren Derivate (Sephadex,
Sepharose) als auch synthetische Tragermaterialien (Fractoge!) ode: lGeliche Polymere wie Polyethylenglycol sind der wm
zugdnglich. : .

Die Synthese und Ralndarsteliung der fir die Palymersktivierung elngesetztan symmetrischen Kohlensaurediester kann aut
einfacha Welse umgangen werden, denn elne gruBa Zahl ven Chiorameisensiuresstern reagiert in Gegenwart tertiarer Amine
wie Triethylamin, N-Methyimorpholin, N,N-Dimethylanilin, Pyridin, Dimethylsminopyridin u. a. zu symmetrischen
Kohlens3urediestern, : -

Dlese glstt ablaufends Reakticn bistst dit Maglichkeit der Aktivierung hydroxyigruppenhaltiger Potymere durch Umsetzung mit
Chlorameisansauresstem, einem tertiBre y Amin und elnem dar supermucisophilan Amine, dio fdr die Umsstzung von
symmetrischen Kohlensiuradiestern mit hydroxylgruppantragendan Verbindungen geeignet sind {Tab. 7).

Es erwaist sich als aweckmiBig, einen geringen molaren UberschuB sn corbonatbildendem tertiren Amin im Verhaitnis zum
Chlorameisensdureester sinzusetzen. Das supsernucleophile Amin kann in einem Yerh3itnis von 0,01 bis 1 Mol pro Mol
Chloramelsensauresster varilert werden, wobai hidharer Amineinsatzeine dautliche Steigerung der Kopplunggskapazitat bewirkt
{Tabelle 8). . .



erfordarn hGhare Tempsraturen {bis 60°C) und Realttionszeitan von 1 bis 2 Stunden.

Dis Aktivierung mittels ChloramsisensBuresster ist auf unterschiedliche Gruppan hvdroxylgruppenhanigar Polymare
anwendbar {s. Tab. 10), Die Elgnung verschiedener, supernuciaophiler Amine zur Erzielung hoher bis sshr hoher
Kopplungskapazititen wird durch die Ergebnisse in Tabelle 11 gezelgt,

Wird die Umtzunz:\on Chlarameisensiuresstern mit hydroxylgruppenhaltigen Trégern ausschiieBlich mit einem
supernucleophilen Amin wis Dimethylaminopyridin, durchgefohrt, wird bei dan oben beschriebsnen geringan Aminsinsatzen
von 0,01 his 0,05 ol pro Mo) Chlorameisensiuraester bei Raumtemperatur nur eine sehr gerlnge Staigerung gegendbsr dar
Reaktion chne Zusstz dieser Amins verzeichnet (Tab,7), .
Wirddas supernucleophlie Aminjedoch in elnem molaren Obmchucgsgenﬂber dem Chlorameisensiureester eingesstzt, lauft
dieResktionin glalcher Weise wia in Gegenwart anderer stark basischar carbonatbildender tert. Aming mitgeringer Nucleuphilie
ah,d.h. daB das supemucieophile Amn sowoh! die Bildung des symmatrischen ohlensaurediestors als auch dessen Reaktion
mitdem hydroxyrgmppenhaltigan Polymer bewirkt, .

mdglich, die oben gaschilderte Altivierung von hydroxylgruppenhaltigen Polymeren auch unter Umgebung der
Chloramelsenséuroentarisoﬁamng durchzufithren,

Dazu wird ein Gemisch aus dem hydroxylgmppenhaltigan Polymer, supernucieophilam 2 min, und gegebenenfalls ainem
waiteren tartiren Amin und einem substitulerten Pheno! nder N-substituierten Hydroxylamin mit Phosgen umgasetzt. Durch die
Wirkung der Kombination disser Amins wird sehr schnall alne Reaktionskette mit dar intermediaren Bildung von
Chlorme!s_ensﬁureester und symmetrischen Kohlensaurediester durchlaufen, der seinerseits mit Hiite des supernuclsophilen
Amins dis Ubartregung der Oxycarbonylgruppe auf das Polymer bewirkt,

Dlese Reaktionstihrung hat don Vortell, biliige, kommerziell erhaltliche Ausgangsstoffe for die Einfuhrung von
Oxycarbonylgruppen in hydroxylgruppanhamgé Matrices unter sehr schonenden Reaktionsbedingungen 2u verwenden.

Tabelle 12zelg) die Ergebniszeder Altivierung von Perleellulose in Abhanglgkeit von den eingssatzten Mengen an Phosgen- und
N-Hydroxy-s-norbomen-z.&dicarboxlmid.

Die Einflhrung unterschiedlichar Abgangsgruppen in Cellulosacarbonate vom Typ Cell-CO-OR (R = N-Hydroxysuccinimidyi-,
p-Nitrophenyl-, N+{ydfoxyv5-nwboma'n-2,3-dicalboximidvl') durch Reaktion von Phosgen und dan entsprechenden
Rydroxylverbindungen {Phenol, baw, N-substituiertes Hydroxylamin) kann als aligemain anwendbare Reaktion zur Altivierung
von hydroxylgruppenhaltigen Polymeran angesehen werden {Tab,13).

Das Zial dar Erfindung, cin sinfaches und 6konomisches Verfahren zur 0bemagung von Oxycarbonylgruppen aut
hyd:oxquruppenhrjtiga Matrices mittels symmetrischer Kohlensaurediester, ist im wesentlichen durch dag folgande
erfindungsgemiiBe Mertmal erreicht wordsn: Die reaktionsbeschleunigende Wirkung von supemucleophilen Aminen auf die
Altivierung von by droxylgruppenhaltipen Matrices durch Ubemagung von Oxycarbonylgruppen aus symmetrischen
Kohlens&urediestern und daren Bildung aus Chlorameisensaureestern durch Elnwirkung von tsrtidren Aminen wie 2.8,
Tristhylamin usw. .

Die Kombination von carbonatbildendsn Basen und supernuclsophilen Aminen ermdglicht den Einsatz von Phosgen und
N-substituierten Hydroxylaminsn baw. Phenof oder von Chlorameisensauresstern als Mittel zur Ubenmgung von
Oxycarbonylgruppen anstelle der meist schwerer zugénglichen symmetrischen Carbonate.

Im Vergleich zur direkten Umsstzung von Chloramsisensiuresstern oder symmetrischen Kohlensaurediestern gestattet der
Einsatz der supernucleophilen Amine sine Herabsetzung der Reaktionstemperatur auf 4 bis 25°C und eine Verkiirzung der
Reaktionszeit auf 10 bis 20 Minuten, Bel Temperaturen von 50 bis 60°C werdsn auch wenig reaktionsféhige Polymere in hohem
iMaBe aktiviert.

Die milden Reattionstedingungen gestatten such die Altivierung von wenlg strukturstablien Polymaeren wie Sepharosen oder
Polymerfilmen,

Der im Vergleich zu bekanntsn Vetfahrgn hohe Umsatz der Reagenzien (bis 2y 80-80%) und der Einsatz billiger Rohstoffe

der Kopplung von Aminen wis aliphatischen Diaminen oder Polyaminen ven Proteinen wis Concanavalin A, Ovamucoid,
Ovoinhibitor u.a, sowle Enzymen wie Glucoseoxidase, Meerrettichperoxidase und Trypsin oder Immunoglobutine und
Antikdrpar sowie ihren Einsatz alg Affinititsadsorbens oder trigerfixiartes Enzym Oberpritfi. Die Kopplung von Nucleinsduren an
feste Trager wie Cellulosa, Sephaross, Fractogel usw. ergibt Affinitatstrager, die zur Reinigung von ONA- und RNA-Polymerasen,
Kinasen, Nucleasan usw. gealgnet sind. 8ei der Reaktion der aktivierten Tréger mit SH-gruppenhaltigen Verbindungen entstehen
in glattor Reaktion Thiokoklensaure-0,S-diester, wie am Beisplal der Reaktion von aktiviester Parlcollulose mit Thioalkohol und
Thiophenol gezeigt werden konnte.
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Ausfihrungabelsplele

DieerfindungsgemiBe Herstellung von aktivierten Matrices und deran Reaktion mit nucleophilen Reaktionspartnern soll anhand
folgender Beispiele erlautert werden: ’

Balsplel 1

Pericellulose wird durch Behandlung mit Wasser-Aceton-Gemischen steigenden Acetongehalls und wasserfreiom Aceton
entwassert. Ein Volumen wasserfraler Perlcellulose wird in einem Volumen Aceton aufgenommen, in dem 40 pMol
Dimethylaminopyridin gel8st wurden. Unter leichtem Schottefn wird portionswelsa ein Milliliter einer Acetonlésung von
N.N'-Bis{5-norbomen-2,3-dicarboximidyl)-carbonat {CO{ONB},} (80 uMo!/mi) hinzugegsben. Dis Umsetzung erfolpt bei
Raumtemperatur und wird 10 Minuten nach Beendigung der Carbonatzugabs durch Absaugen der Oberstehendan Losung Gber
eine Glasfritte und grindliches Waschen mit Aceton abgebrochen. Der sktivierte Trdger enthih 860 1Mol Carbonatgruppen pro
Gramm wasserreier Csllulose.

Die Bestimmung der Kopplungskapazitét erfolgt durch Hydrolyse des aktiviarten Trigers mit 0,1N NH,OH und
spektralph:;omtrfscha 'Beslimmung des abgespaltenen N-Hydroxy-6-norbornen-2,3-dicarboximids (HONB) bei 270nm

{e =6,4-10° Mol *em™). _

Belsplel 2-7
Pericellulose wurde analog Bsispiet 1 aktiviert, s. Tab. 1, Versuch Nr. 9, 11-16.

Belsple! 8-11
Pericellulose wurde analog Beispiel 1 aktiviert, 5. Tab.2, Versuch Nr. 1-4.

Belsple) 12-14
Die Aktivierung wurde gemaB Beisr.iel 1 durchgsfihr, s. Tab.3, Versuch Nr.1-3,

Belsplel 16

Pericellulose wird wie in Belsple! 1 baachrieben entwissent. Ein Voluman wasserfreier Pericelluloss wird durch Waschen mit
Acstonitril von anhaftendem Aceton befreit und mit sinem Volumen Acatonitril, das 40 pMol/m! Dimethylaminopyridin enthait,
versetzt. Dle Umsstzung mit 40 pMot CO{ONSB}/ml Cellulose wird unter Isichtem Schiitteln innerhalb von 20 bis 60 Minuten bei
Rsumtemperatur durchgefihrt. Nach Abtrennen des Uberstandes und Waschsn des Tragers mit Acatonitsil wird zur E.mittlung
der Kopplungskapazitst wie folgt verfahren: eine Probe des aktivierten Trégers wird stufenweise mit Aceton-Wassergemischun
stelgenden Wassergehalts und Wasssr behandelt, mit Boratpuffer, pH8,1 &quilibriert und mit Glyzin zur Reaktion gebracht. Die
Ermittlung des Ant-ils an kovalent gebundener Aminosaure wird nach Antoni et al. {(Anaiyt. Biochem. 129 [1983) 60-63) durch
Rocktitration des nlchtumgesetzten Glycins mit Trinftrobanzolsulfonssure ermittelt,

Kopplungskapazitit: §15uMol Glycin/g trockena Sepharose,

Balsplel 16 bis 17
Entsprechend dem Belspie! 15 wurde dio Aktivierungsreaktion mit den in Tabella 4, Versuch Nr.3 und 4, aufgefdhiten

Losungsmitteln vorgenommen,

Belsple!l 18
Sepharose CI-4 B wird stufenweise mit Wasser-Acston-Gemischen stelgenden Acstongehalts und wasserfreiem Aceton
entwassert. Ein Volumen wasserfreler Sepharosa C1-4B wird mit einem Voluman Aceton versetzt, in dem 46 uMo)
Dimethylaminopyridin und 43pMol Triethylamin pro Milliliter Triiger galost wurden. Unter Kahlung auf 16°C und leichtem
Schitteln wird 1 Volumen einer scetonischen Lésung von CO{ONB), {80 uMol/m) Sepharose) in kieinen Portionen
hinzugegeben, so da die Temperatur des Reaktinsgemlsches nicht iiber 24°C ansteigt. Nach einer Reaktionszeit von 10 Minuten
wird der Tréger von der Gberstehenden Ldsung abgetrannt und mit Aceton grandlich guwaschen. Zur Ermittlung der
Kopplungskaparitst wird wie im 8elsplel 15 verfahren.

Kopplungskapazital: etwa 515pMol Glyein/g trockens Sepharose. Die durch HONB-Abspaltung bestimmte Kopplungskapazitat
betragt 640 uMol/g trockene Sepharose,

Beisplel 19-21
Ois in Tab.5 aufgefihrten Polymere wurden analog Beispiel 1 aktiviert, s. Versuch Nr. 7.9und 10,

Belsplel 22 )
Dia Aktiviarung von Polyethylengtlykol 1500 wird durch Zugabe von 30,4 mg CO{ONB), zu einer Lésung von 1g PEG 1500 und
4,4mg DMAP in 3ml Aceton bei Raumtemperatur durchgefGhrt, Nach einer Reaktionszeit von 25 Minuten wird das PEG 1500 mit
* Ather susgefalit. Der Carbonatgehalt des Produktes batrigt 213pMol/g.

Belsplol 23-25
Dis Aktivierung von Paricellulose wurds analog Beispiel 1 unter Einsatz verschisdenar Carbonats durchgsfdhat, s. Tab.8, Versuch

Nr.1-3.
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Belspla) 28

Pericellulose wird in der in Balsplel 1 beschriebanen Welss entwissert und in wasserfreiom Dioxar, aufgenomman.

Zu eingm Volumen wasserfraier Callulose wird ein Volumen Dioxan hinzugefilgt, in walchem 2,6 mMa! Tristhylamin und
0,2mMol Bimsthytaminapyridin pro Gramm trockensr Cellulose geldst sind, Bsi Raumtemperatur erfolgt unter laichtem
Schiitteln dis portionsweise Zugaha von 2,1 mMol N-(Chlorcarbonyloxy;-s-notbomen-2.3~dicarboxlmld (CICOONB), gel&st in
einem Volumen wesserfreien Dioxans. Nach 20 Minuten ist die Reaktion beendet, die Oberstehonde Fliissigkeit wird von der
Cellulose ebgesaugt und der aktivierts Trager ausgisbia mit Dioxan gewaschen.

Der Substitutionsgrad der aktivierten Cellulose buti oyt 400pMol Carbonat pro Gramm trockenae Cellutose.

Beisplel 27-31 .
Entsorechend Belsplel 26 wurds die Aktivierung von Pericellulose vorgenommen, s. Tab. 7, Versuch Nr. 3-7.

Belsplo) 32-34
Die Aktlvierung von Pericellulosn wurds, wie unter Beispial 26 beschrisben, durchgafihrt, s. Tab.8, Versuch Nr.2-4,

Baisplel 35-37
Aktivisrungen mit unterschiadlichem Chlorameisensaureester-Einsatz wurden analog Beispisl 28 durchgefiihrt, 5. Tab.9,
Versuch Nr, 1-3.

Belaple) 3844 :
Die Aktivisrung verschiedener Polymere wurde entsprechand Belspial 28 vorgenammen, s. Tab. 10, Versuch Nr.2,3,5-9.

Belspla! 45 und 46 )
Ole Aktivierung wasserldslicher Palymere, die in Aceton oder Dioxan un!3slich sind, wird analog Beisplel 26durchgafihrt, wobei
slch die Anwendung von Pyridin anstelle von DMAP als vorteithaft erwelst, s. Teb. 10, Versuch Nr.10und 12.

Beisplel 47

1g Polysthylenglykol 1500 (Ferak} wird in 2m! trockenem Aceton geldst und 10mg DMAPund 150! Triathylamin hinzugegebon,
In dlese Lésung werden unter standigem Schiitteln bei Raumtemperatur innerhalb ve n 10 Minuten 200mg (830:Mol) CI-CO-
ONB, geldstin 2m! Aceton, singetropft. Nach siner Reaktionszeit von 10 Minuten wid dle Resktion durch Zugahe von
Diathytether und Ausfailen des PEG beendst. Das aus Acston umkristallislerte Produkt enthalt 444 uMol Carbonatgruppen pro
Gramm Trocksnsubstanz, 3. Teb. 10, Versuch 11,

Belsplel 48 . ’

3m) elnes synthetischen hydroxylgruppenhaltigen Polymers {penikuldres Mischpolyrisat aus # crylnitril und Vinylalkohol)
werden in 3mlwasserfrelam Pyridin, dem 4,5mg Dimethylaminopyridin zugesetzt wurden, sine Stunde bei 50°C unter Schiittsln
mit 300ing N-(Chlomerbonyloxy)-s-norbnmen-2.3-dicarboxlmld umgesetzt. Nach Abtrennen des Uberstands, Waschen mit
Acston und Entfernsn des Acetons im Vakuum erhilt man den aktivierten Triger in wasserfreier Form, .

Durch Hydrolyse in waBriger Ammoniaklésung und spektralphotomastrische Bestimmung des freigesetzten HONB wurde dia
Kopplungskapazitat zu 94 HMol-COONB/Gramm TYrockensubstanz ermittalt.

Belspiel 49 -

Pericellulose wird, wia in Beispiel 1 beschrisben, entwassert und in wasserfrelam Aceton sufgenommen.

Ein Volumen sedimentierte Cellulose wird mit 1 Volumen Aceton, in dem 40pMcl N-Methylimidazel/ml enthalten sind, und
217 Mol Triethylamin/m) versetzt und bei Raumtemperatur portionswelse 2,1 mMol/ml Chlorameisensiureester {CI-CO-ONB),
geldst in einem Votumen Aceton, versetzt. Zehn Minuten nach Beendigung der Reagenzzugabe bei Raumtemperatur wird dis
Reaktion durch Abtrennung des Uberstandes gestoppt. Dis Cellulose wird auf der Fritte mit trockenem Aceton gewaschen, dann
stufenwaeise In die wiiBrige Phase Oberfdhrt und die Kopplungskapezitst durch hydrolytische Abspaltung und
spektralphotometrische Beztimmung von HONB ermitteh.

Ergebnis: 602uMol -CO-ONB pro Gramm trockene Pericellulose.

Belsplal 50-62 ’
In glelchar Welse wie unter Beispiel 49 beschriebon, wurde dia Eignung welterer supernucleophiler Amine (Gr die Aktivierung
von hydroxylgruppenhaltigen Polymaren getestet, 5. Tab. 11, Versuch Nr.1, 3und 4.

Belsple! 63

Parlcellulose wird, wis in Baelspis! 1 angegeben, entwassert und in wasserfrelem Aceton aufgenomman und zur vollstandigen
Entfernung des Acetons grondlich mit wasserfreiem Acetonitril gewaschca. Ein Volumen sedimentierte Perlcallulose wird in
zwal Volumins Acstonitril suspendien, worin 36uMol Dimethylaminopyridin, 320uMol Triethylamin, 180puMo! N-Hydroxy-5-
norbornen-2,3-dicarboximid (HONB) pro Milliliter Cellulose gelostsind, . '

.Durch portionsweise Zugabe einer 10%lgen Phosgenldsung in Toluen wird mit insgesamt 160 uMol Phosgen pro Milliliter
Cellutose bei Reumtemperatur umgesetzt. Nach Beendigung der Phosgenzugabe wird weitere 10 Minuten peschiitelt und die
Reaktion durch Absaugen des Ubaerstandes fiber eine Fritte und Waschen mit wasserfralom Acstonitril beendet.

Ein Tell der aktivierten Cellulose wird unmittelbar mit einer L8sung von Hexamstiwlendiamin in Acstonitrll umgesstzt und der
Gehaltan freien Aminogruppen des Tragers nach Antoni et al, {Anal. Biochem. 129 11983 60-63} ermittett.
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Ergubnis: 46 Mol NH-Gruppen/Gramm trockens Perlcelluloss. Ein weltersr Tel) dar aktivierten Cellulose wurde stufenwelse ins
wiBrige Milisu Gberfahrt und durch hydrolytischa Freisetzung von HONB sine Kopplungskapazitst von 362 uMol -CO -ONB/
Gramm trockens Cellulose nrmittelt,

Durch Kopplung von PHi-markisitem Glyclnwurde eine Bindung von 225uMol Glycin pro Gramm trockens Cellulose bestimmt,

Belsple! 54-56
Entsprechend Bedspiel 50 wurdse Pericelluloge aktiviert, 8. Tab, 12, Versuch Nr.2—4,

Belsplol 57 und 58

Analog der in Baispie) 50 beschrisbenan Woeise wurda die Elgnung wsitarer Phenole baw. N-substituiarter Hydroxylamins fir die
Aktivierung hydroxylgmppenhalliper Trager gezeig, s. Teb. 13, Versuch Nr. 1 und 2,

Tabefls 1
Umsetzung von Perlcellulose mit symmetrischem Carbonat RO-CO-OR

Cco

(R = -N/ m ) inAceton (Reumtemperatur, Reaktionszeit: 10 Minuten)
N
Co
Carbonat TEA OMAP Pyridin Kopplungskapaxzitat
{uMo¥/m) (uMol/ml (nMol/mi {(uMol/ml {#Mol-COOR/g
sediment. sediment,. sadiment. sediment, trockene
Nr. Cellulose) Cellulosa) Celluloss) Celiulosa) Cellulose)
1 80* - - - 74
2 80 - - -
3 80 40 - - -
4 80 160 - ) - -
5 80 667¢0 - - -
8 80 - - 40 -
7 80 - - 180 -
8 80 - - 8000 ~
9 80 - 12 - 370
10 80 - 40 - 850-800
11 80 80 - 805
12 80 43 8 - 108
13 90 43 12 - 488
13 80 ’ 143 24 - 720
15 80 : 43 48 - 780

* Reaktionstemperalu : 70°C, 5,6 Stunden

Tabelle 2
Reektion von symmetrischem Kohlensdurediester RO-CO-0OR

L0
(R = *N\com)

mit Perlcellulose unter Einsatz varschiedensr supernucleophiler Amine.
{Raumiemperatur, Reaktionszeit: 20 Minuten, 80pMal symmetrischer Kohlens3uredisster/m) sedimentierta Cellulose, 40uMol
supsrmucleophiles Amin/ml sedimentierter Callvlese, Lésungsmittel: Aceton}

Nr. supernuclaophiles Amin Kopplungskapazitst
- (1Mol-COOR/g trockene Cellulose)
1 Dimethylaminopyridin 830
2 - Mathylimidazol 210
3 Diazabicyclo{2.2.2]octan 130
4 Diazobicyclof5.4.0)undacen 50




Tabselia 3

Reaktion von symmstrischem Kehensauradiester RO-CO-OR

L0
@ - I
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mit Pericsltuloss in Abhdngigksit von dar singeselzten Menge an supernucleophilem Amin {Dimethylaminopyridin)
{Reaktionszeit: 20 Minutan, Raumtemperatur, Lasungsmittai:Acston) .

Nr. Kohlensiurediester DMAP Kopplungekapazitzt
{uMol/m) sedimen- {(#Mot/m! sedimen- (1Mol-COOR/g trockens Cellulose
tierte Cellulose) tierte Callutoss)
1 80 12 370
2 80 40 930
.3 B0 80 805
Tabslle d

Reaktion von symmetrischem Kohlensauredlester RO-CO-OR

D
R s =N )
( o

mit Perlcellutose in verschiedenen L&sungsmitteln (Reaktionszeit: 20 Minuten, Raumtemperatur, 80uMol Kohlenssurediaster/m}
sedimentierte Cellulose, 40pMol DMAP/m| sedimanligma Cellulose)

Nr, Ldsungsmitts! Kopplungskepazitat
(Mol-COOR/g trockena Cellulose)
1 Aceton 805-930
2 " Acstonitri) 518
3 Dioxan 733
4 Chioroform 217
Tabelle 5

Aktivierung verschisdener hvdroxylgruppenhnlllger Polymere mit symmetrischem Koh lensiurediester RO-CO—OR

CO
7/
w < (D
Co
Matrix

Nr. Xopplungskapazitst .
{(1tMol-COOR/g trockenes Polymer)
6 Pericsllulose {makropords) 800-300
7 Perlcellulose (mikropords) 68
8 Sepharose Cl-4B 840
9 Sephodax G-100 [
10 Fractoge! TSK HW 76 {F} a8
_ 11 Polyathylenylycol 1590 213
Tabelles 6

Aktivierung von Perlcsaliulose mit verschiedenen symmetrischen Carbonsten
(Raumtemparatur, Regktionszeit: 20 Minuten, Lésungsmittel: Aceton, B0pMol symm. Carbonat/mi sedimentierta Cellulose,

40pMol DMAP/m sedimentierte Cellulose)

Nr. symm. Carbonat Kopplungskapazitst
(uMol-COOR/g trockene Cellulose

1 N,N:-Disuccinimidyt- 882 '

2 N,N"-Diphthalimidyl- 108

3 P-NOPhenyl- 570




Tabella 7

Reaktlon von Chlorameisans3uresstern CI~CO-OR

" £o
R = N :@)
~co

mit Parlesliuloss

(Raumtemperatur, Reaktionazeit: 20 Minuten, L&sungsmittel: Araton)
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Nr, Chlorameisan- TEA DMAP Pyridin Kopplungs-
sureestsr (mMol/g) (mMol/g {(uMot/g {(WMoVg kapazitat (pMol/g
trockenoCall.) tr.Cell.) tr.Cell.) tr.Cell.} tr. Cell.)

1 21 - - - 35

2 2,1 30 - - 104

3 2,1 28 - 414 75

4 2, - 207 - 130 .

5 2,1 8 207 - 406

& 21 28 414 - 630

7 FAl 2,6 828 - 823

Tabelle 8

Umsetzung von Pericellulose mit Chlorameisensdureester CI-CC SR

P .
(R = -N\cm)

in Abhéngigkeit der eingesetzten DMAP-Monge {2,1mMol CICOONB
Reaktionszeit: 15 Minuten, Ldsungsmiitel: Acaton)

/g Cellulose, 2,6mMol TEA/g Cellulose, Temperatur: 23°C,

Nr. DAMP

{sMol/g wrockene Collulose)

Kopplungskspaaitit
(1Mol-COOR/g trockens Celulose)

0
20,7

207

114

SWN =

25
160
333
690

Tabelle 9

Abhéngigke't der Reaktion von Chlorameisansiureester RO-CO~C1

co

/

(R = -N \©1
Neco—

mit Pericellulose vom Estareinsatz {Temperatur: 6°C, Reaktionszeit: 20 Minuten, Losungsmittel: Aceton)

Kopplungs-

Nr. Chioramelsen- TEA DMAP
saureesler kapazitat
{mMol/g {mMol/g {mMol/g (uMol-COOR/g
trockene Cellulose) trockene Cellulose)  trockens Ceflulose)  trockene Celluloss)

1 2,1 26 0,2 422

2 4,2 5.2 0.2 522

3 84 104 0,2 778

Tebelle 10

Aktivierung verschisdener hydroxylgruppenhaltigar Polymere mit Chloramelsenséureester CI-CO-OR

IO
R = -N )
¢ ~ Mo ,

{Raumtemperatur, Reaktionszeit: 20 bis 60 Minuten, 2,1 mMol Chlorameisensiureaster/g trockenen TrBger, 210uMol DMAP/g

trackenen Triger, 2,2 mMol Tristhylamin/g trockenen Trager, L.sungsmittel: Aceton odsr Dioxan)
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Nr. Matrix Kopplungskapaszitat
{1Mol-COOR/g trockener Triger}
1 Perlcellulose {makropords) 820
2 Perlcellulose {mikropords) 50
3 Cellulosepulvar MN 300 355
4 Sepharose Cl-4B 1073*
6 Sephadex LH-20 444
6 Sphero. P 1000 452
7 TrisacrylGi 2000 ) 50
8 Toyopearl HW-80 13050
9 Fractogel TSKHW 75 (F) 780
10 Polyvinyiatkoho! 2)res
11 Polyrthylenglyko! 1500 462*
12 SHP {$tarkehydrolysat) a4+

* 2,6mMol C}-CO-OR; 3,6 mMol TEA; 800 Mol DMAP
e 2,7mMol CI-CO-OR; 3,5mMol TEA; 275 uMol DMAP
*** 2,1 mMoiCHCO-OR; 2,7 mMol TEA; 1085 uMol Pyridin
¢ 0.83mMoci C-CO-OR; 1,0 mMol TEA; 80 pMol DMAP
e 2,1 mMolCI-CO-OR; 2,2 mMol TEA; 210 pMot Pyridin

Tabelle 11 -
Reaktion von Chiorameisensiureoster CCO-OR

-0

mit Parlcellulose unter Einsatz verschiedener supsrnucisophller Amine .
{Raumtempsratur, Reaktlonszeit: 20 Minuten, 2,1 mMol Chloramelsans@ureester/g trockene Callujose, 210puMol Amin/g
trockene Cellulose, 2,7 mMol Trethylamin/g trocksne Cellulose, L8sungsmistel: Aceton}

Nr. 3upernucisophiles Kopp!ungskapazitst
Amin {uMol-COOR/g truckene Cellulose)
1 Dimethylaminopyridin 797
2 N-Methylimidazol 602
3 Diazabicycio{2.2.2]octan 180
4 Diazabicyclo{5.4.0Jundecen 200
Tabella 12

Aktivierung von Pericellulose durch Reaktion mit Phosgen und N-substituiertem Hydroxylamin HO-NR,

0
(HO'N\/ZO:K] = HONB)

i. Geganwart von tertléron Aminen
{Raumtemperatur, Reaktionszeit: 20 Minuten, Losungsmittel: Acetonitril)

Nr. Phasgen HONB TEA OMAP Kopplungskapazitat
{1Mol*) (uMol*) {uMol*) {(uMol*) (»"Mol-COOR/g trockene
Cellulose)
] 160 . 160 320 36 362
2 48 320 320 38 . 62
3 320 320 640 72 310
4 160 160 160 36 325

* promi sedimsntierter Cellulose**
** Lasungsmittel: CHCl,

Tahek~13 .

Aktivierung von Pericellulose r irch Reaktion mit Phosgen und unterschiedlichen Phenclen bzw. N-substituierten
Hydroxylaminen (Raumtemperatur, Reaktionszeit: 20 Minuten, Lésungsmitiel: Acetonitsil, 320puMol Triethylamin/ml
sadimentierte Callulose, 38pMol DMAP/m! sedimsntierts Collulose, 16011Mol Phosgen und 160i:Mo! Phenol bzw.
N-substitulertes Hydroxylamin/m! sadimentrierte Cellulose)
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Nr. Phenol baw. N-subst. Kopplungskapazitst
Hydroxytamin {2Mo!-COOR/g trockens Celluloss)
1 N-Hydroxysuccinimid 330
2 p-Nitrophsnol 105
3 N-Hydroxy-6-norbornen-
2,3-dicarboximid (HONB) 282

Bestimmung der Kopydungskapazital durch Hydrolyse der Triger mit Ammonlakidsung und spekiralphotomatrische Messung
des frelgesetzten Phenols oder der N-substituiarten Hydroxylamine. :
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